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DESCRIPCION
Agente que aumenta el contenido en polifenol de plantas

Campo técnico

La presente invencion se relaciona con la utilizacién de acido 5-aminolevulinico, un derivado del mismo de formula
(1) o una sal del mismo para aumentar el contenido en polifenol en una planta y con un método para aumentar el
contenido en polifenol en una planta.

Técnica anterior

El polifenol es un término genérico de compuestos que tienen dos o mas grupos hidriloxilo fendlicos en las mismas
moléculas. Su numero asciende a 5.000 o mas y se clasifica en basado en acido fenilcarboxilico, basado en lignano,
basado en curcumina, basado en cumarina o basado en flavonoides. El polifenol es un azicar variado que esta
cambiado en parte, que esta contenido en las hojas, las flores, la corteza y similares de las plantas, que se sintetiza
por fotosintesis y que tiene una accién de desactivacion del oxigeno activo generado por los rayos ultravioleta.

Enfermedades relacionadas con el estilo de vida, tales como canceres y enfermedades cardiacas, se desarrollan por
lesion del ADN, ruptura de las membranas celulares, desnaturalizaciéon de las proteinas, lesion de los receptores y
similares causadas por el oxigeno activo generado en componentes solubles en grasa entre las células y sobre las
membranas celulares. El polifenol puede inducir apoptosis de las células cancerosas y también desactivar el oxigeno
activo por la accién antioxidante, de tal forma que se dice que el polifenol es efectivo para la prevencion de estas
enfermedades (Documentos no relacionados con patente 1y 2).

Por lo tanto, el polifenol atrae la atencion como principio activo de alimentos funcionales y se han realizado
activamente estudios de busqueda de plantas que contengan polifenol. Sin embargo, apenas se conocen intentos de
aumentar el contenido en polifenol en una planta y sélo se describe un método de aumento del contenido en
flavonoide, que es un tipo de polifenol, utilizando una acilciclohexanodiona especifica en el Documento de Patente 1,
recientemente abierto al publico.

Se sabe que una serie de acidos 5-aminolevulinicos, tales como el acido 5-aminolevulinico, representado por
NH2CH,CO(CH2).,COOH, derivados de sus ésteres alquilicos, etc., sus clorhidratos y similares son utiles como
fotosensibilizador en terapia fotocinética (Documento de Patente 2), como regulador del crecimiento de plantas
(Documentos de Patente 3 y 8), como herbicida (Documentos de Patente 4 y 11), como terapia de infeccién con
microorganismos y parasitos patégenos de peces (Documento de Patente 5), como acelerador del crecimiento en
cerdos (Documento de Patente 6), como agente incrementador de olisacaridos en plantas (Documento de Patente
7), como agente para mejorar la tolerancia salina de las plantas (Documento de Patente 9), o como regulador de la
pigmentacién para manzanas (Documento de Patente 10). Sin embargo, se desconoce por completo un efecto
incrementador del polifenol por los mismos.

[0006]

Documento de Patente 1: JP-A-2006-52217

Documento de Patente 2: JP-T-2004-505105

Documento de Patente 3: JP-A-07-53487

Documento de Patente 4: JP-A-05-117110

Documento de Patente 5: JP-A-2001-316255

Documento de Patente 6: JP-A-2003-40770

Documento de Patente 7: JP-A-09-87108

Documento de Patente 8: EP 0.514.776 A

Documento de Patente 9: EP 0.714.600 A

Documento de Patente 10: EP 0.598.304 A

Documento de Patente 11: JP 04 009360 A

Documento no relacionado con patentes 1: Br. J. Pharmacol. 123: 565-573 (1998)
Documento no relacionado con patentes 2: Oncogene 24: 7180-7189, 2005

Descripcion de la invenciéon
Problemas que la invencién ha de resolver

Un objeto de la invencion es aumentar el contenido en polifenol en una planta.
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Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores han visto que el contenido en polifenol en una planta aumenta mediante el uso de una 5-
aminolevulina en una planta y han llevado asi a cabo la invencion.

A saber, la invencién proporciona la utilizacion de un acido 5-aminolevulinico o de un derivado del mismo
representado por la siguiente formula (1), o de una sal del mismo, para aumentar el contenido en polifenol en una
planta:

(Quim. 1)
R?R'"NCH,COCH,CH,COR? (1)

donde R" y R? representan cada uno independientemente un atomo de hidrégeno, un grupo alquilo, un grupo acilo,
un grupo alcoxicarbonilo, un grupo arilo o un grupo aralquilo, y R® representa un grupo hidroxilo, un grupo alcoxi que
puede tener un substituyente, un grupo aciloxi, un grupo alcoxicarboniloxi, un grupo ariloxi, un grupo aralquiloxi o un
grupo amino, o una sal del mismo.

Ventaja de la invencion

El uso de acido 5-aminolevulinico o de un derivado del mismo de férmula (1), o de una sal del mismo, de la
invencion puede aumentar el contenido en polifenol en plantas conveniente y eficazmente y puede asi impartir
naturaleza de alimento funcional a una planta.

Mejor modo de realizacién de la invencién

En la presente invencion, se usa acido 5-aminolevulinico o un derivado del mismo representado por la anterior
férmula (1), o una sal del mismo, como principio activo de un agente incrementador del contenido en polifenol.

El grupo alquilo representado por R' y R? en la férmula (1) es preferiblemente un grupo alquilo lineal o ramificado de
1 a 24 atomos de carbono, y mas preferiblemente un grupo alquilo de 1 a 18 atomos de carbono; particularmente, se
prefiere un grupo alquilo de 1 a 6 atomos de carbono. Como grupo alquilo de 1 a 6 atomos de carbono, se pueden
mencionar un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo, un grupo isopropilo, un grupo n-butilo o un grupo sec-
butilo.

Como grupo acilo representado por R' y R? se prefieren un grupo alcanoilo lineal o ramificado, un grupo
alquenilcarbonilo, un grupo aroilo o un grupo ariloxicarbonilo de 1 a 24 atomos de carbono, preferiblemente de 1 a
12 atomos de carbono, y particularmente se prefiere un grupo alcanoilo de 1 a 6 atomos de carbono. Como grupo
acilo, se pueden mencionar un grupo formilo, un grupo acetilo, un grupo n-propanoilo, un grupo n-butanoilo, un
grupo n-pentanoilo, un grupo n-hexanoilo, un grupo n-nonanoilo o un grupo benciloxicarbonilo.

Como grupo alcoxicarbonilo representado por R' y R?, se prefiere un grupo alcoxicarbonilo de 2 a 13 atomos de
carbono en total, y particularmente se prefiere un grupo alcoxicarbonilo de 2 a 7 atomos de carbono. Como grupo
alcoxicarbonilo, se pueden mencionar un grupo metoxicarbonilo, un grupo etoxicarbonilo, un grupo n-
propoxicarbonilo o un grupo isopropoxicarbonilo.

Como grupo arilo representado por R' y R?, se prefiere un grupo arilo de 6 a 16 atomos de carbono, y se pueden
mencionar, por ejemplo, un grupo fenilo o un grupo nattilo.

Como grupo aralquilo representado por R' y R? se prefiere un grupo compuesto por un grupo arilo de 6 a 16 atomos
de carbono y el anterior grupo alquilo de 1 a 6 atomos de carbono, y se puede mencionar, por ejemplo, un grupo
bencilo.

Como grupo alquilo que puede estar substituido, el grupo representado por R? se puede mencionar, por ejemplo, un
grupo alquilo de estructura lineal o ramificada o ciclica de 1 a 24 atomos de carbono que puede tener un
substituyente. Como substituyente que puede tener el grupo alquilo, se pueden mencionar, por ejemplo, un grupo
hidroxilo, un grupo alcoxi, un grupo fenilo y similares. Como ejemplos preferidos del grupo alquilo que puede tener
un substituyente, se pueden mencionar, por ejemplo, un grupo metilo, un grupo etilo, un grupo n-propilo, un grupo
isopropilo, un grupo n-butilo, un grupo isobutilo, un grupo terc-butilo, un grupo n-pentilo, un grupo isopentilo, un
grupo neopentilo, un grupo terc-pentilo, un grupo 2-metilbutilo, un grupo n-hexilo, un grupo ciclohexilo, un grupo
isohexilo, un grupo 3-metilpentilo, un grupo etilbutilo, un grupo n-heptilo, un grupo 2-metilhexilo, un grupo n-octilo, un
grupo isooctilo, un grupo terc-octilo, un grupo 2-etilhexilo, un grupo 3-metilheptilo, un grupo n-nonilo, un grupo
isononilo, un grupo 1-metiloctilo, un grupo etilheptilo, un grupo n-dodecilo, un grupo 1-metilnonilo, un grupo n-
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undecilo, un grupo 1,1-dimetilnonilo, un grupo n-tridecilo, un grupo n-tetradecilo, un grupo n-pentadecilo, un grupo n-
hexadecilo, un grupo n-heptadecilo, un grupo n-octadecilo, un grupo bencilo, un grupo fenetilo, un grupo 3-
fenilpropilo, un grupo hidroxietilo, un grupo etoxietilo y similares. De éstos, es mas preferido un grupo alquilo de 1 a 6
atomos de carbono.

Como grupo aciloxi representado por R®, se prefiere un grupo alcanoiloxi lineal o ramificado de 1 a 12 atomos de
carbono, y se prefiere particularmente un grupo alcanoiloxi de 1 a 6 atomos de carbono. Como grupo aciloxi, se
pueden mencionar un grupo acetoxi, un grupo propioniloxi o un grupo butiriloxi.

Como grupo alcoxicarboniloxi representado por R? se prefiere un grupo alcoxicarboniloxi de 2 a 13 atomos de
carbono en total, y se prefiere particularmente un grupo alcoxicarboniloxi de 2 a 7 atomos de carbono en total. Como
grupo alcoxicarboniloxi, se pueden mencionar un grupo metoxicarboniloxi, un grupo etoxicarboniloxi, un grupo n-
propoxicarboniloxi o un grupo isopropoxicarboniloxi.

Como grupo ariloxi representado por R® se prefiere un grupo ariloxi de 6 a 16 atomos de carbono, y se pueden
mencionar, por ejemplo, un grupo fenoxi o un grupo naftiloxi. Como grupo aralquiloxi, se prefiere uno que tenga el
anterior grupo aralquilo, y se puede mencionar, por ejemplo, un grupo benciloxi.

Como R'y R? en la férmula (1), se prefiere un atomo de hidrégeno. Como R, se prefieren un grupo hidroxilo, un
grupo alcoxi o un grupo aralquiloxi, y mas preferiblemente un grupo hidroxilo o un grupo alcoxi de 1 a 12 atomos de
carbono, particularmente de 1 a 6 atomos de carbono; en particular, se prefieren un grupo metoxi o un grupo
hexiloxi.

Como derivado de acido 5-aminolevulinico, se pueden mencionar el éster metilico del acido 5-aminolevulinico, el
éster etilico del acido 5-aminolevulinico, el éster propilico del acido 5-aminolevulinico, el éster butilico del acido 5-
aminolevulinico, el éster pentilico del acido 5-aminolevulinico, el éster hexilico del &cido 5-aminolevulinico y
similares. Particularmente, se prefieren el éster metilico del acido 5-aminolevulinico o el éster hexilico del acido 5-
aminolevulinico.

Como sal del acido 5-aminolevulinico o su derivado, se pueden mencionar, por ejemplo, sales de adicién de acido,
tales como clorhidratos, bromhidratos, yodhidratos, fosfatos, metilfosfatos, etilfosfatos, fosfitos, hipofosfitos, nitratos,
sulfatos, acetatos, propionatos, toluensulfonatos, succinatos, oxalatos, lactatos, tartratos, glicolatos,
metanosulfonatos, butiratos, valeratos, citratos, fumaratos, maleatos y malatos; sales metalicas, tales como sales de
sodio, sales de potasio y sales de calcio; sales de amonio y sales de alquilamonio, y similares. Estas sales son
utilizadas como soluciones acuosas 0 como polvos.

El anterior acido 5-aminolevulinico, un derivado del mismo de férmula (1) y una sal del mismo (a los que en adelante
se hara aqui referencia como "acido 5-aminolevulinico o similar") pueden formar hidratos o solvatos. Mas aun, se
puede usar cualquiera de ellos individualmente o se pueden usar adecuadamente dos o mas de ellos en
combinacion.

El acido 5-aminolevulinico o similar para uso en la invencion puede ser producido por cualquier método de sintesis
quimica, de producciéon por un microorganismo y de produccion por una enzima. Especificamente, puede ser
producido segun los métodos descritos en JP-A-48-92328, JP-A-62-111954, JP-A-2-76841, JP-A-6-172281, JP-A-7-
188133 y JP-A-11-42083. Se pueden usar el acido 5-aminolevulinico o similar y una solucién de reaccién quimica o
un liquido de fermentacién de la misma antes de la purificaciéon, producidos como antes, tal cual sin separacién y
purificacién, a menos que contengan substancia(s) perjudicial(es). Mas aun, también se puede usar un producto
comercial.

Tal como se muestra en los siguientes Ejemplos, tratando una planta con acido 5-aminolevulinico o similar, se
aumenta el contenido total en acido clorogénico, acido cafeico, acido ferulico, rutina, quercetina, luteolina,
hesperetina, kaempferol, apigenina e isoramnetina, que son polifenoles tipicos contenidos en una planta. Por lo
tanto, se puede usar el acido 5-aminolevulinico o similar como agente incrementador del contenido en polifenol de
una planta. La accion de dicho acido 5-aminolevulinico o similar es totalmente inesperada y la invencion es util para
mejorar el valor de una planta como alimento funcional.

El acido 5-aminolevulinico o similar es adecuadamente utilizado como agente incrementador para el polifenol
basado en acido fenilcarboxilico, basado en lignano, basado en curcumina, basado en cumarina o basado en
flavonoides, particularmente como agente incrementador para el polifenol basado en &cido fenilcarboxilico o basado
en flavonoides. Mas aun, se usa adecuadamente el acido 5-aminolevulinico o similar como agente incrementador
para el acido clorogénico, el acido cafeico o el acido ferulico entre los polifenoles basados en acido fenilcarboxilico, y
como agente incrementador para la apigenina, la rutina o la luteolina, la quercetina, el kaempferol, la isoramnetina o
la hesperetina entre los polifenoles basados en flavonoides.
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La planta objetivo para el acido 5-aminolevulinico o similar no esta particularmente limitada, pero, en caso de utilizar
una planta que tenga un mayor contenido en polifenol como alimento funcional, es ventajoso utilizar una planta que
tenga un alto contenido en polifenol. Como tal planta, se pueden mencionar, por ejemplo, plantas pertenecientes a
Camelliaceae, Solanaceae, Lagminosae, Umbelliferae, Liliaceae o Rosaceae. Como alimento, se pueden mencionar
cereales, judias, patatas y almidones, frutos secos y semillas, hortalizas, frutas y setas. De éstos, se prefieren
especificamente manzana, pera, soja, soja verde, perejil, fresa, esparrago, cebolla, pimiento verde, uvas y té, y
particularmente, con el fin de aumentar el basado en flavonoides, se prefieren pera, soja verde, pimiento verde y té.
El té es utilizado como té negro, té oolong o té verde.

El &acido 5-aminolevulinico o similar es adecuado como agente incrementador particularmente para el acido
clorogénico, el acido ferulico, la rutina, la quercetina o la hesperetina en caso de que el objetivo sea el pimiento
verde, es adecuado como agente incrementador particularmente para el acido cafeico, el acido ferulico, la apigenina
o la isoramnetina en caso de que el objetivo sea la pera, es adecuado como agente incrementador para la
hesperetina en caso de que el objetivo sea la soja verde, es adecuado como agente incrementador para la luteolina
o la hesperetina en caso de que el objetivo sea el té, es adecuado como agente incrementador para la luteolina o la
hesperetina en caso de que el objetivo sea el esparrago y es adecuado como agente incrementador para la
quercetina o la hesperetina en caso de que el objetivo sea el perejil.

Como forma de agente incrementador del contenido en polifenol de la invencion, se pueden mencionar un polvo, una
tableta o un granulo.

Se pueden producir adecuadamente usando un solvente, un medio de dispersion, un rellenante y/o un excipiente
segun un método habitual.

También se puede utilizar el agente incrementador del contenido en polifenol de la invencion después de adsorber
un polvo de acido 5-aminolevulinico o similar, una soluciéon acuosa que contiene acido 5-aminolevulinico o similar
disuelto en ella o un liquido de fermentacion que contiene acido 5-aminolevulinico o similar producido por el método
antes mencionado sobre un soporte, tal como un excipiente. El tipo de soporte puede ser comun y se pueden
mencionar celulosa cristalina, gelatina, almidén, dextrina, una torta de aceite, levadura de pan, levadura de sake,
levadura de vino, leche desnatada en polvo, lactosa, aceite y grasa animal o vegetal, fosfato de calcio anhidro,
carbonato de calcio, estearato de magnesio, aluminosilicato de magnesio y aluminometasilicato de magnesio.

En caso de preparar el agente incrementador del contenido en polifenol de la invencién como una solucién acuosa,
con objeto de evitar la descomposicion del acido 5-aminolevulinico o similar como principio activo, es necesario
prestar atencion para que la solucion acuosa no se vuelva alcalina. En caso de que la solucién acuosa se vuelva
alcalina, se puede evitar la descomposicion del principio activo eliminando el oxigeno disuelto.

El agente incrementador del contenido en polifenol de la invencion no esta particularmente limitado en la medida en
que contenga acido 5-aminolevulinico o similar como principio activo. Se puede usar el acido 5-aminolevulinico o
similar tal cual o se puede mezclar un regulador del crecimiento de las plantas, un azdcar, un aminoacido, un acido
organico, un alcohol, una vitamina y/o un mineral, a menos que la ventaja de la invencion resulte perjudicada.

Como regulador del crecimiento de las plantas para uso aqui, se pueden mencionar, por ejemplo, brasindlidos, tales
como epibrasindlido, agentes de colina, tales como cloruro de colina y nitrato de colina, acido indolbutirico, acido
indolacético, agente eticlozato, agente 1-naftilacetamida, agente isoprotiolano, agente amida del acido nicotinico,
agente hidroxiisooxazol, agente perdxido de calcio, agente bencilaminopurina, agente metasulfocarb, agente
oxietilendocosanol, agente etefén, agente clochinfonaco, giberelina, agente daminozida, agente 4-CPA, agente
ancimidol, agente inabenfid, agente uniconazol, agente clormecuat, agente dikeblack, agente mefluidida, agente
carbonato de calcio y agente butdxido de piperonilo.

Como azucar, se pueden mencionar, por ejemplo, glucosa, sacarosa, xilitol, sorbitol, galactosa, xilosa, manosa,
arabinosa, madurosa, ribosa, ramnosa, fructosa, maltosa, lactosa y maltotriosa.

Como aminoacido, se pueden mencionar, por ejemplo, asparagina, glutamina, histidina, tirosina, glicina, arginina,
alanina, triptéfano, metionina, valina, prolina, leucina, lisina e isoleucina.

Como acido organico, se pueden mencionar, por ejemplo, el acido férmico, el acido acético, el acido propionico, el
acido butirico, el acido valérico, el acido oxalico, el acido ftalico, el acido benzoico, el acido lactico, el acido citrico, el
acido tartarico, el acido maldnico, el acido malico, el acido succinico, el acido glicélico, el acido glutamico, el acido
aspartico, el acido maleico, el &cido caproico, el acido caprilico, el acido miristico, el acido estearico, el acido
palmitico, el &cido piravico y el acido a-cetoglutarico.

Como alcohol, se pueden mencionar, por ejemplo, el metanol, el etanol, el propanol, el butanol, el pentanol, el
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hexanol y el glicerol.

Como vitamina, se pueden mencionar, por ejemplo, la amida del acido nicotinico, la vitamina B6, la vitamina B12, la
vitamina B5, la vitamina C, la vitamina B13, la vitamina B1, la vitamina B3, la vitamina B2, la vitamina K3, la vitamina
A, la vitamina D2, la vitamina D3, la vitamina K1, el a-tocoferol, el b-tocoferol, el g-tocoferol, el s-tocoferol, el acido p-
hidroxibenzoico, la biotina, el acido félico, el acido nicotinico, el acido pantoténico y el acido a-lipoico.

Como mineral, se pueden citar, por ejemplo, el nitrogeno, el fésforo, el potasio, el sodio, el calcio, el boro, el niquel,
el selenio, el manganeso, el magnesio, el zinc, el cobre, el hierro y el molibdeno.

La aplicacién del agente incrementador del contenido en polifenol de la invencién a una planta no esta
particularmente limitada, pero el agente puede estar destinado a ser absorbido por las raices, las hojas o los tallos.
Por ejemplo, se puede usar el agente para tratamiento foliar (un agente de tratamiento foliar) o se puede usar para
tratamiento de suelos (un agente de tratamiento del suelo). Mas aun, el agente puede absorberse antes de plantar
una planta o de plantar un esqueje. Ademas, se puede afiadir el agente al agua en hidroponia.

En caso de usar el agente incrementador del contenido en polifenol de la invencién como agente de tratamiento
foliar, se prefiere incorporar el acido 5-aminolevulinico o similar en una concentracion de 0,1 a 1.000 ppm,
preferiblemente de 0,5 a 500 ppm, en particular preferiblemente de 1 a 300 ppm, y se usa en una proporciéon de 10 a
1.000 L, particularmente de 50 a 300 L, por 10 areas. En caso de usar el agente sobre una planta, tal como una
monocotileddnea a cuyas hojas apenas se une el agente, es deseable usar un agente propagador en combinacion.
El tipo y la cantidad del agente propagador que se ha de utilizar no estan particularmente limitados.

En caso de usar el agente incrementador del contenido en polifenol de la invencion como agente de tratamiento del
suelo, se prefiere usar el acido 5-aminolevulinico o similar en una proporcién de 10 a 1.000 g, particularmente de 10
a 500 g, por 10 areas. En este sentido, en hidroponia, se prefiere usarlo en aproximadamente la misma cantidad.

En caso de que se adopte un método de absorcion del acido 5-aminolevulinico o similar por humectacion antes de la
plantacién usando el agente incrementador del contenido en polifenol de la invencién, la concentracion de acido 5-
aminolevulinico o similar en la solucién de humectacion es deseablemente de 0,001 a 10 ppm, particularmente de
0,01 a 5 ppm, y el tiempo de humectacion es deseablemente de 1 hora a 1 semana, particularmente de 3 horas a 1
dia.

En el método de tratamiento con el agente incrementador del contenido en polifenol de la invencién, particularmente
en la eleccion del momento de utilizacion, las condiciones de cultivo no estan particularmente limitadas, pero el
tratamiento es preferiblemente realizado en el momento en que el contenido en polifenol en una planta es elevado, y
se prefiere particularmente una estacion de bajas temperaturas o una estacién seca. Mas aun, se obtiene un efecto
suficiente tratando una planta una vez, pero el efecto puede verse aun incrementado tratando la planta dos o mas
veces. En este caso, se puede combinar cada uno de los métodos descritos anteriormente.

El agente incrementador del contenido en polifenol de la invenciéon puede aumentar el contenido en polifenol en una
planta. Como método de ingestién de la planta a la que se ha aplicado la invencién, se pueden mencionar un
método de ingestion de la planta tal cual, un método de ingestion de ésta como alimento, como alimento procesado
0 como bebida de lujo y métodos similares, pero el método de ingestion no esta particularmente limitado, a menos
que el método reduzca el polifenol en gran medida. Mas aun, es también posible extraer polifenol de la planta, si es
necesario. El método de extraccion y aislamiento del polifenol de la planta en la que se aumenta el contenido en
polifenol mediante el agente incrementador del contenido en polifenol de la invencion no esta particularmente
limitado, y se emplean métodos conocidos. Por ejemplo, se pueden mencionar un método en el que se extraen con
agua las fracciones hidrosolubles de la planta tal cual o después de procesarla en una forma adecuada para la
extraccion secando, cortando finamente o pulverizando la planta, para eliminar asi mas o menos los contaminantes,
y se realiza luego la extraccidon con un solvente organico, tal como acetato de etilo, y un método de purificaciéon por
cromatografia en columna usando gel de silice u ODS como soporte.

Ejemplos

Lo que sigue describira especificamente la invencion con referencia a Ejemplos, pero éstos son soélo citados como
ilustracion y no limitan la invencion.

Ejemplo 1
Se dispuso de dos recipientes (longitud: 0,75 m, anchura: 0,5 m) y se puso tierra en cada uno de ellos. Se us6 un

fertilizante quimico (contenido en nitrégeno:contenido en fésforo:contenido en potasio = 15:15:15 como razén de
masas) como fertilizante base y se cultivaron plantas jévenes de pimiento verde (Solanaceae, género cayena, raza
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Miogi) durante dos meses segln un método convencional. Se aplicé agua a las plantas jovenes una vez al dia
mediante un bidén de aspersién. Con anterioridad a un mes antes la cosecha, se realizé el tratamiento una vez por
semana con 50 mL por recipiente de cada soluciéon acuosa que contenia 0 ppm (control) o 1 ppm de clorhidrato del
acido 5-aminolevulinico y a la que se habia afiadido un agente propagador, Approach Bl (fabricado por Kao
Corporation), en una proporcion del 0,1% en masa. Tras la cosecha, se cortaron finamente 3 g de pimiento verde
con tijeras y con un cuchillo de cocina y se homogeneizaron luego tras afiadir agua. Se diluyé el homogenado hasta
6 mL con agua destilada (solucién stock) y se dividié la solucién stock en tres porciones iguales, que se utilizaron en
los métodos de extraccién (1) a (3) siguientes. (1) Se afiadieron 3 mL de acetato de etilo a 2 mL de la solucién stock
y se centrifugd la solucién resultante a 3.000 rpm durante 10 minutos. Se transfirié el sobrenadante a un tubo de
saliva y se evaporé a sequedad con nitrégeno gaseoso mientras se sumergia el tubo en un bafo caliente a
aproximadamente 60°C. Se afiadieron 200 ni. de metanol y 100 niL de agua destilada, llevando asi el volumen a 300
nL. (2) Se afiadieron 2 mL de metanol a 2 mL de la solucién stock y se centrifugé la solucién resultante a 3.000 rpm
durante 10 minutos. Se transfirié el sobrenadante a un tubo de saliva y se evaporé a sequedad con nitrégeno
gaseoso mientras se sumergia el tubo en un bafio caliente a aproximadamente 60°C. Se afiadieron 200 niL de
metanol y 100 nL. de agua destilada, llevando asi el volumen a 300 ni.. (3) Se afiadié 1 mL de acido clorhidrico 0,1N
a 2 mL de la solucién stock y se transfirié la solucién resultante a un tubo de plastico y se mantuvo en un bafio con
cierre de impulsion a 96,5°C durante 1 hora para efectuar la hidrélisis. Se afiadieron 5 mL de acetato de etilo y se
centrifugd la solucion resultante a 3.000 rpm durante 10 minutos. Se transfirid el sobrenadante a un tubo de saliva y
se evapor6 a sequedad con nitrégeno gaseoso mientras se sumergia el tubo en un bafio caliente a
aproximadamente 60°C. Se afiadieron 200 ni. de metanol y 100 niL de agua destilada, llevando asi el volumen a 300
nL. Se midieron las muestras (1) a (3) por cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) (condiciones analiticas:
se realiz6 la medicion a una velocidad de flujo de 1,0 mL/min. a una temperatura de columna de 40°C, usando una
longitud de onda de 350 nm, usando Liquido A (80% en volumen de metanol/5% en volumen de acido acético) o
Liquido B (10% en volumen de metanol/5% en volumen de acido acético) como eluyente y utilizando una columna
Hichrom5C18, T898, 4,6 mm x 150 mm (fabricada por LLOYD’S REGISTER QUALITY COMPANY), y se calculo
cada concentracion en base a soluciones estandar. En la Tabla 1, se cit6 el valor mas altamente extraido entre los
resultados medidos con cada uno de los métodos de extraccion (1) a (3). Mas aun, se consideré la suma de la
concentracion individual de polifenol usada en este momento como la cantidad total de polifenol.

Como se muestra en la Tabla 1, la cantidad total de polifenol contenida en el pimiento verde tratado con el presente
agente aumentd 9,4 veces en comparacion con el control.

[Tabla 1]
Cantidad de polifenol en pimiento verde

Tratamiento ALA Control
Acido clorogénico 4.856 675
Acido cafeico 276 113
Acido ferulico 5.680 417
Rutina 5.696 79
Quercetina 28.919 2.811
Luteolina 644 127
Hesperetina 236 0
Kaempferol 668 195
Apigenina 0 0
Isoramnetina 1.849 787
Cantidad total de polifenol 48.824 5.204
Razon ALA/control 9,4 -
Unidad: ng/g
Ejemplo 2

Con anterioridad a 150 dias antes de la cosecha, se traté pera (Camelliaceae, género pera, raza Kosui) cultivada en
un campo de produccién agricola una vez cada quincena con una cantidad de aspersién de 300 L/ton de cada
solucién acuosa que contenia 0 ppm (control) o 3 ppm de clorhidrato de acido 5-aminolevulinico a la que se habia
afadido un agente propagador, Approach Bl (fabricado por Kao Corporation), en una proporcion del 0,1% en masa.
Después de la cosecha, se analizé el contenido en polifenol por HPLC del mismo modo que en el Ejemplo 1. En la
Tabla 2 se muestran los resultados. Tal como se muestra en la Tabla 2, la cantidad total de polifenol contenida en la
pera tratada con el presente agente aumento 2,3 veces en comparacion con el control.
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[Tabla 2]
Cantidad de polifenol en pera

Tratamiento ALA Control
Acido clorogénico 1.819 6.212
Acido cafeico 8.400 838
Acido ferulico 12.456 2.337
Rutina 1.595 1.021
Quercetina 111 64
Luteolina 61 59
Hesperetina 81 160
Kaempferol 18 173
Apigenina 95 0
Isoramnetina 567 0
Cantidad total de polifenol 25.202 10.863
Razoén ALA/control 2,3 -
Unidad: ng/g
Ejemplo 3

Con anterioridad a 210 dias antes de la cosecha, se tratd soja verde (Leguminosae, género soja, raza Hakusan)
cultivada en un campo de produccién agricola una vez cada quincena después de la floracion con una cantidad de
aspersion de 100 L/ton de cada soluciéon acuosa que contenia O ppm (control) o 1 ppm de clorhidrato del acido 5-
aminolevulinico. Después de la cosecha, se analizd el contenido en polifenol por HPLC del mismo modo que en el
Ejemplo 1. En la Tabla 3 se muestran los resultados. Como se muestra en la Tabla 3, la cantidad total de polifenol
contenida en la soja verde tratada con el presente agente aumenté 1,4 veces en comparacion con el control.

[Tabla 3]
Cantidad de polifenol en soja verde

Tratamiento ALA Control
Acido clorogénico 17 45
Acido cafeico 0 0
Acido ferulico 3.963 3.133
Rutina 1.032 1.378
Quercetina 261 450
Luteolina 19 28
Hesperetina 1.841 0
Kaempferol 0 10
Apigenina 11 8
Isoramnetina 0 12
Cantidad total de polifenol 7.143 5.064
Razoén ALA/control 1,4 -
Unidad: ng/g
Ejemplo 4

Con anterioridad a 210 dias antes de la cosecha, se traté té (Camelliaceae, género camelia, raza Yabukita) cultivado
en un campo de produccion agricola una vez al mes con una cantidad de aspersion de 100 L/ton de cada solucién
acuosa que contenia 0 ppm (control) o 3 ppm de clorhidrato del acido 5-aminolevulinico. Después de la cosecha, se
analizé el contenido en polifenol por HPLC del mismo modo que en el Ejemplo 1. En la Tabla 4 se muestran los
resultados. Como se muestra en la Tabla 4, la cantidad total de polifenol contenida en la hoja del té tratada con el
presente agente aumenté 1,1 veces en comparacion con el control.

[Tabla 4]
Cantidad de polifenol en hoja de té
Tratamiento ALA Control
Acido clorogénico 3.474 5.245
Acido cafeico 0 0
Acido ferulico 17.172 18.976
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Rutina 4.519 30.105
Quercetina 8.249 1.997
Luteolina 2.181 29
Hesperetina 25.887 0
Kaempferol 970 1.553
Apigenina 915 974
Isoramnetina 3.881 1.022
Cantidad total de polifenol 67.248 59.901
Razén ALA/control 1,1 -
Unidad: ng/g

Ejemplo 5

Con anterioridad a 150 dias antes de la cosecha, se traté esparrago de raiz tetraenal (Liliaceae, género esparrago,
raza Welcome) cultivado en forma de tallo vertical en un invernadero una vez cada quincena con una cantidad de
aspersion de 100 L/ton de cada solucion que contenia 0 ppm (control) o 3 ppm de clorhidrato del acido 5-
aminolevulinico. Tras la cosecha, se analizé el contenido en polifenol del mismo modo que en el Ejemplo 1. En la
Tabla 5 se muestran los resultados. Tal como se muestra en la Tabla 5, la cantidad total de polifenol contenida en el
esparrago tratado con el presente agente aumenté 2,3 veces en comparacién con el control.

[Tabla 5]
Cantidad de polifenol en esparrago

Tratamiento ALA Control
Acido clorogénico 2.983 2.453
Acido cafeico 0 0
Acido ferulico 9.899 7.988
Rutina 40.234 20.315
Quercetina 5.533 2.083
Luteolina 1.923 182
Hesperetina 20.198 225
Kaempferol 723 887
Apigenina 456 598
Isoramnetina 1.022 998
Cantidad total de polifenol 82.971 35.729
Razoén ALA/control 2,3 -
Unidad: ng/g
Ejemplo 6

Se dispuso de dos recipientes (longitud: 0,75 m, anchura 0,5 m) y se puso tierra en cada uno de ellos. Se us6 un
fertilizante quimico (contenido en nitrégeno:contenido en fésforo:contenido en potasio = 15:15:15 como razoén de
masas) como fertilizante base y se plantaron semillas de perejil (Umbelliferae, género perejil, raza Paramount) segun
un método convencional y se aplicé agua una vez al dia por medio de un bidén de aspersion. Con anterioridad a un
mes antes de la cosecha, se realiz6 el tratamiento una vez por semana con 50 mL por recipiente de cada solucién
acuosa que contenia 0 ppm (control) o 1 ppm de clorhidrato del acido 5-aminolevulinico. Tras la cosecha, se analizé
el contenido en polifenol del mismo modo que en el Ejemplo 1. En la Tabla 6 se muestran los resultados. Tal como
se muestra en la Tabla 6, la cantidad total de polifenol contenida en el perejil tratado con el presente agente
aumentoé 3,5 veces en comparacion con el control.

[Tabla 6]
Cantidad de polifenol en perejil

Tratamiento ALA Control
Acido clorogénico 20.820 16.255
Acido cafeico 4.240 3.050
Acido ferulico 0 0
Rutina 28.977 29.213
Quercetina 37.699 0
Luteolina 2.733 1.172
Hesperetina 110.685 225
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Kaempferol 10.321 9.007
Apigenina 1.099 760
Isoramnetina 4.388 2.716
Cantidad total de polifenol 220.962 62.398
Razoén ALA/control 3,5 -
Unidad: ng/g

Ejemplo 7

Se dispuso de dos recipientes (longitud: 0,75 m, anchura 0,5 m) y se puso tierra en cada uno de ellos. Se us6 un
fertilizante quimico (contenido en nitrégeno:contenido en fésforo:contenido en potasio = 15:15:15 como razén de
masas) como fertilizante base y se plantaron plantas jévenes de pimiento (Solanaceae, género cayena, raza
Habanero) segun un método convencional y se aplicé agua una vez al dia por medio de un bidén de aspersién. Con
anterioridad a un mes antes de la cosecha, se realiz6 el tratamiento una vez por semana con 50 mL por recipiente
de cada solucién acuosa que contenia 0 ppm (control) o 1 ppm de clorhidrato del acido 5-aminolevulinico. Tras la
cosecha, se analiz6 el contenido en polifenol del mismo modo que en el Ejemplo 1. En la Tabla 7 se muestran los
resultados. Tal como se muestra en la Tabla 7, la cantidad total de polifenol contenida en el pimiento tratado con el
presente agente aumenté 1,4 veces en comparacion con el control.

[Tabla 7]
Cantidad de polifenol en pimiento

Tratamiento ALA Control
Acido clorogénico 18.020 10.829
Acido cafeico 5.520 5.518
Acido ferulico 9.270 6.731
Rutina 457.080 332.108
Quercetina 26.700 21.905
Luteolina 62.060 45.610
Hesperetina 0 12
Kaempferol 0 0
Apigenina 2.570 1.438
Isoramnetina 270 166
Cantidad total de polifenol 581.490 424.317
Razon ALA/control 1,4 -

Unidad: ng/g

Aplicabilidad industrial

Segun la presente invencion, se puede disponer de una utilizacion del acido 5-aminolevulinico, de un derivado del
mismo de férmula (1) o de una sal del mismo para aumentar el contenido en polifenol en una planta y de un método
para aumentar el contenido en polifenol en una planta.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de acido 5-aminolevulinico o de un derivado del mismo de férmula (1), o de una sal del mismo, para
aumentar el contenido en polifenol en una planta:

Tog
3
2N R

o (1)

donde

R' y R? son cada uno independientemente H, alquilo, acilo, alcoxicarbonilo, arilo o aralquilo, y
R® es OH, alcoxi eventualmente substituido, aciloxi, alcoxicarboniloxi, ariloxi, aralquiloxi 0 amino.

2. El uso segun la reivindicacion 1, donde la planta pertenece a Camelliaceae, Solanaceae, Leguminosae,
Umbelliferae, Liliaceae o Rosaceae.

3. El uso segun la reivindicacion 1 6 2, donde el polifenol es un polifenol basado en acido fenilcarboxilico, basado en
lignano, basado en curcumina, basado en cumarina o basado en flavonoide.

4. El uso segun reivindicacion 3, donde el polifenol basado en acido fenilcarboxilico es acido clorogénico, acido
cafeico o acido ferulico.

5. El uso segun reivindicacion 3, donde el polifenol basado en flavonoide es apigenina, rutina, luteolina, quercetina,
kaempferol, isoramnetina o hesperetina.

6. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el acido 5-aminolevulinico o su derivado de férmula
(1), o una sal del mismo, se ha de absorber por las hojas, los tallos o las raices.

7. Un método para aumentar el contenido en polifenol en una planta, que consiste en tratar la planta con acido 5-
aminolevulinico o un derivado del mismo de férmula (1), o una sal del mismo:

g

R2,N R3

0 (1)

donde

R' y R? son cada uno independientemente H, alquilo, acilo, alcoxicarbonilo, arilo o aralquilo, y
R® es OH, alcoxi eventualmente substituido, aciloxi, alcoxicarboniloxi, ariloxi, aralquiloxi 0 amino.

8. El método de la reivindicaciéon 7, donde la planta pertenece a Camelliaceae, Solanaceae, Leguminosae,
Umbelliferae, Liliaceae o Rosaceae.

9. El método de la reivindicacion 7 6 8, donde el polifenol es un polifenol basado en acido fenilcarboxilico, basado en
lignano, basado en curcumina, basado en cumarina o basado en flavonoide.

10. El método de la reivindicacion 9, donde el polifenol basado en acido fenilcarboxilico es acido clorogénico, acido
cafeico o acido ferulico.

11. El método de la reivindicacién 9, donde el polifenol basado en flavonoide es apigenina, rutina, luteolina,
quercetina, kaempferol, isoramnetina o hesperetina.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 7-11, donde el acido 5-aminolevulinico o su derivado de férmula
(1), o una sal del mismo, se ha de absorber por las hojas, los tallos o las raices.
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